































was  evaluated  clinically  and  histologically  six  months  after  treatment.  (ClinicalTrials.gov: 
NCT03628417, closed). Seven patients with 44 metastases (34 from malignant melanoma, 10 from 
breast  cancer) were  included  in  the  study.  Eleven metastases were  taken  for  biopsies,  and  33 
metastases were randomised and treated once. The objective response rates were 33% (6/18) for Ca‐
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studies.  During  Ca‐EP  treatment,  electroporation  increases  intracellular  calcium  concentration, 
leading  to  increased ATP  consumption. Additionally,  the  treatment  leads  to  further  loss of ATP 



















Committee  (23 May 2016,  license no. 3806;  registry no. 98/2016‐SZTE). Patients provided written 
informed consent before enrolment. 
The primary endpoint of the study was to compare the tumour response of cutaneous metastases 
after  application of Ca‐EP  and ECT with  the  administration of  intratumoral bleomycin. Tumour 
response was evaluated similar to response evaluation criteria in solid tumours (RECIST), v1.1, on 
each  treated metastasis by clinical examination and digital photo documentation before and after 






included  in  the  trial. Depending on  the number of metastases present on  the patient, one  to  six 
metastases were  randomized  into one of  the  two  treatments  and  to  the  right or  the  left  arm  for 
evaluating  response.  Calcium  was  administered  intratumorally  to  tumour(s)  of  one  arm  and 
bleomycin to the other and administration was immediately followed by electroporation of tumours 
on both arms. 
Patient  inclusion criteria were as  follows: age >18 years, World Health Organization  (WHO) 
performance status ≤2, life expectancy more than 3 months, platelet count ≥50 billion/L, international 
normalised  ratio  (INR) <1.5, and a period of more  than 2 weeks of without  treatment  [12]. Only 
medical  cancer  treatments  (endocrine  treatment,  targeted  treatment  and  radiotherapy  to  another 
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area)  were  allowed.  If  there  was  no  regression  of  cutaneous  metastases,  the  continuation  of 
vinorelbine, capecitabine or paclitaxel therapies were allowed. Patients were excluded from the trial 
if they had severe allergic reactions associated with bleomycin or if they previously received a dose 












The  concentration  of  calcium  chloride  was  estimated  to  be  220  mmol/L  (9  mg/mL)  from 
preclinical studies [9,12–14] and of bleomycin was 1000 IU/mL. 





standard  operating  procedures  of  the  electrochemotherapy  (ESOPE)  guidelines.  Linear  needle 























Tumour  response was  analysed  using  Fisher’s  exact  test  on  objective  response  6 months  after 
treatment, Mann‐Whitney  test was used  to measure  the difference  in delivered  current between 
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calcium‐EP and bleomycin‐based ECT, and the 2‐sided 95% CI was used to measure the difference in 
outcome  between  the  two  groups  [18].  For  dimensioning  the  required  number  of  cutaneous 
metastases, a non‐inferiority study analysis was used: calculated with a significance level of 0.05 and 
a power of 80%, the results indicated that a minimum of 28 evaluable tumours were needed [19]. 








patients median  age was  73  years  (Interquartile  range:  IQR  =  21).  Thirty‐three metastases were 
randomized into the two treatment arms (left or right) of the study and were evaluated for clinical 
response,  whereas  11  lesions  were  taken  as  biopsies  (Figure  2).  Eighteen  of  the  randomized 
metastases were  treated with Ca‐EP  (15 melanoma malignum  cutan metastases,  3  breast  cancer 
metastases) and 15 with bleomycin‐based ECT (12 melanoma malignum cutan metastases, 3 breast 
cancer  metastases).  Six  (18%)  of  the  33  randomized  cutaneous  metastases  were  located  on  a 
previously irradiated area (2 lesions were treated with Ca‐EP, and 4 lesions with bleomycin‐based 
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mild  fibrosis, moderate  lymphocytic  inflammation,  no  necrosis.  The  tumour  cells  show  diffuse 
MelanA positivity.  (B) Day 7. Post‐treatment with Ca‐EP: Partly ulcerated skin, moderate  tumour 
infiltration and fibrosis, mild inflammation, no necrosis. Only scattered MelanA positive tumour cells. 
(C)  Day  7.  Post  treatment  with  bleomycin‐based  ECT:  Partly  fragmented,  ulcerated  skin  with 
pseudoepitheliomatous  hyperplasia  of  the  epidermis,  moderate  fibrosis  and  inflammation,  no 
necrosis. Focal MM nests with MelanA positivity.  (D–F) Patient nr. 2 with breast cancer.  (D) Pre‐
treatment biopsy: Extensive breast cancer infiltration without fibrosis, inflammation and necrosis. The 
tumour  cells  are  CKAE1/AE3  positive.  (E)  Day  7.  Post‐treatment  with  Ca‐EP:  Focal  tumour 
infiltration, very mild inflammation no fibrosis or necrosis. (F) Day 7. Post treatment with bleomycin‐
based ECT: Dispersed tumour cells with CKAE1/AE3 positivity, mild  inflammation, no fibrosis or 









Lesion characteristics             
Tumour size               
Median of the largest diameter, 
mm  6.5 (5–30)  9.5 (5–18) 
  7 (5–25)  11 (4–25)     
Tumour type   
Malignant melanoma  15  1  16  12  1  13 
Breast cancer  3  17  20  3  18  21 
Previously irradiated lesions, n  2  8  10  4  7  11 
Location     
Lower extremity  15  4  19  12  4  16 
Trunk  3  14  17  0  15  15 













  4 (1.4–6.5)  2.8 (1–9.6)   
Median delivered current with 
linear electrodes (range), A  4 (2.25–9)  3.4 (0.9–8.3) 
  5.05 (4–6.1)    2.8 (1–9.6)   




  2.75 (1.4–3.6)    NA   
Median number of applications 
(range), n  1 (1–6)    3 (1–7) 
  1 (1–3)  3 (1–7)   
Electrodes   
Linear  39% (7)    100% (18)    33% (5)  100% (19)   
Response (CR) for linear electrode 
subgroup  14% (1)    66% (12) 
  0  68% (13)   
Hexagonal  61% (11)    0    67% (10)  0   
Response (CR) for hexagonal 
electrodes subgroup  27% (3)    NA 
  60% (6)  NA   
Response   




Partial response, percent (n)  2  1  8.33% (3)  2  3  14.7% 
(5) 
Stable disease, percent (n)  6  3  25% (9)  5  0  14.7% 
(5) 
Progressive disease, percent (n)  6  2  22.22% (8)  2  3  14.7% 
(5) 
Adverse events 
Ulceration, percent (n)  2  7  25% (9)  3  13  47.05% 
(16) 
Itch, percent (n)  0  1  2.77% (1)  0  5  14.7% 
(5) 
Hyperpigmentation, percent (n)  2  0  5.55% (2)  6  5  32.35% 
(11) 
Exuding, percent (n)  0  2  5.55% (2)  0  2  5.88% 
(2) 
Current study: Evaluation of calcium electroporation  for  the  treatment of cutaneous metastases; a 
double blinded randomized controlled phase II trial, Department of Dermatology and Allergology, 
University  of  Szeged  (ClinicalTrials.gov: NCT03628417).  2018  study: Calcium  electroporation  for 
treatment of cutaneous metastases; a randomized double‐blinded phase II study, comparing the effect 
of calcium electroporation with electrochemotherapy, Denmark [11]. 











for  the outcome difference between  the  two groups was  −13.3%–53.3%. There was no  significant 
difference in response between previously irradiated and non‐irradiated lesions (p = 0.37). Six months 
after  treatment,  the  randomization  code  was  revealed,  and  6  biopsies  (3  from  Ca‐EP,  3  from 
bleomycin‐treated  lesions)  taken  from  the  13  tumours  exhibited  a  clinically CR. For  5 of  these  6 
biopsies, a CR was confirmed by histology (Figure 4). No tumour cells were identified in the 3 lesions 
treated with Ca‐EP and in 2 of the lesions treated with bleomycin‐based ECT. 




and  or  i.t.  bleomycin  in  a  randomized  double‐blinded  study  design.  Patients  received  only  one 
treatment and response was evaluated 6 months after treatment, after the randomization code was 
revealed. Change in size over time; the graph illustrates the percent change in tumour size recorded 
6 months after  treatment. The  two non‐measurable metastases  treated with  calcium‐chloride and 






no  2, Ca‐EP  treated  clinically CR breast  cancer  cutaneous metastasis. Histological photos: digital 
scanning with low magnification.   
Regarding tumour response and the type of electrode, we observed differences between the two 
treatment  arms  that because of  the  small  sample  size was  statistically not  significant. The ORRs 






































fracture  and  progression  of  the  melanoma,  respectively.  None  of  the  cutaneous  metastases 
categorized as CR relapsed during the 1‐year follow‐up period. 
3.2. Adverse Events 
Serious  adverse  events were  not  observed. Ulceration  and  hyperpigmentation,  both CTCA 














ECT. The  lesions are  from patient no.2 with cutaneous metastases  from breast cancer  in  the same 
region (trunk). Lesion no. 2: Ca‐EP treated cutaneous metastasis. Lesion no. 5: bleomycin‐based ECT 
treated cutaneous metastasis. (A,E) Before treatment. (B,F) Two weeks after treatment; typical crust 






4 A  (IQR  =  2.4375) with bleomycin. The median delivered  current  in metastases  located  in non‐
irradiated  skin was  3.85 A  (IQR  =  3.45)  and  3.95 A  (IQR  =  1.525)  in metastases  from previously 

























results  of  the  first  clinical  studies  and  by  the  possibility  that Ca‐EP  can  be  used  in  cases when 
bleomycin cannot be administered. 
In our study, which included six patients with malignant melanoma and one patient with breast 













the Danish  study. The primary  tumour characteristics of our  study  show  that 89%  (24/27) of  the 
























spared.  In  the Danish  trial,  none  of  the  lesions  treated with Ca‐EP  exhibited  altered  cutaneous 
pigmentation, which might be related to the exclusive use of linear electrodes. 





showed  that  Ca‐EP  was  non‐inferior  to  bleomycin‐based  ECT,  and  therefore  Ca‐EP  should  be 
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